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Osszefoglalé: A horizontilis géndtvitel spontdn, természetes folyamat elsGsorban a baktériu-
mok és az Gsbakiériumok korében, de magasabbrendd él5lények kozott sem ismeretlen. A ge-
netikailag médositott szervezetek szabadba keriilésével silyos problémdkat okozhat a mester-
séges gének laterdlis szétterjedése, kdrositva akdr eukaridta fajok géndllomdnyit is. Ugyanakkor
még igen kevéssé ismert bioremedidcios lehetdségek tarulhatnak elénk adott idegen anyago-
kat lebonté gének, akdr egész operonok horizontdlis transzferének felhaszndlisdval. Munkdnk
sordn a tetraciklin rezisztencia gén terjedését vizsgdltuk folyami iiledékben, melyben eddig
ilyen jellegl kutatdsok még nem térténtek. A dunai tiledékben a horizontdlis géndtvitel jelen-
ségét megfigyeltiik, bar az megdllapithatd, hogy a donor szervezet dlland6é magas csiraszdma
ehhez elengedhetetlen. Az itt nyert tapasztalatokat késGbb xenobiotikum lebontist lehetdvé
tevl gének laterdlis terjedésének vizsgdlatiban szeretnénk felhaszndlni.

Kulcsszavak: Escherichia coli XL1-Blue torzs, folyami iiledék, horizontdlis géntranszfer,
tetraciklin rezisztencia

Bevezetés

Az €16lények szaporoddsa sordn az érokitdanyag nemzedékrdl nemzedékre,
tehdt vertikdlisan adédik at. Létezik azonban a géndtaddsnak egy masik, kevésbé
ismert médja is, amelynek sordn a genetikai anyag akar kiilonb6z6 fajok kozott is
cserélodhet. Ez a horizontélis géndtvitel, amely spontin elGforduld, természetes
folyamat az él6vildgban. A baktériumok (Bacteria) és az Gsbaktériumok (Archea)
korében, ahol a szexuadlis szaporodds nem ismert, és igy a reprodukciés rekombi-
ndcié nem lehetséges, elsddleges szerepe van a genetikai véiltozatossdg fenntartd-
sdban (Christensen ef al. 1998). A legijabb kutatdsok azonban azt mutatjdk, hogy
magasabbrendii szervezetek kozott is el6fordul. Mi tébb, megfigyeltek olyan ese-
teket, amikor a gének dtaddsa szirmazdstanilag igen tivol dll6 csoportok (pl. 6s-
baktériumok és baktériumok, vagy baktériumok és magasabbrendi névények, 4l-
latok stb.) kdzott megy végbe (pl. de la Cruz & Davies 2000).

A horizontélis géntranszfer természetvédelmi szempontbél Gsszetett jelents-
séggel bir. A genetikailag médositott szervezetek (GMO) esetében — legyen az
akdr rekombindns talajolté baktérium, vagy gén-manipuldlt széja — nagy kockdza-
tot jelenthet, mivel elGsegitheti a mesterségesen létrehozott gének szétterjedését. A
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patogén baktériumok esetében mind a betegség kivaltasaért felelSs (an. virulencia
faktorokat kédol6), mind az antibiotikum rezisztencia gének atadédhatnak hori-
zontdlisan a kiilonb6z6 fajok kozott (Lisle & Rose 1995). Ugyanakkor rendkiviil
nagy jelentdségli eszkéze lehet egyes talaj- és vizszennyezések (pl. kbolaj, vegy-
ipari melléktermékek, novényvédo szerek okozta szennyezés) mesterségesen fel-
gyorsitott bioremedidciéjaban (Mai ef al. 2001). A kérmnyezetidegen anyagok (tn.
xenobiotikumok) mikrobidlis lebontdsdért felel6s gének gyakran helyezkednek el
mobilis genetikai elemeken (pl. plazmidon), és igy dtadédhatnak a kiilonb6z5 fa-
jok kozott. Jelenlegi ismereteink szerint ez a mechanizmus fontos szerepet jatszik
a szennyezések természetes mikrobidlis kozosségek dltal végzett lebontdsdban
(van der Meer et al. 1992). Megfigyelték tobbek kozott naftalin, klorokatechin, di-
klérpropin, a 2 4-diklorofenoxiecetsav (2,4-D) herbicid biodegraddcidjaban részt-
vevo enzimek dtvitelét (Herrick er al. 1997, Stuart-Keil 1998, Tiirola et al. 2002).

Az 1j DNS hdrom kiilonb6z8 mechanizmussal juthat be a baktériumsejtbe.
Az egyik méd, a legdltalanosabb transzformdcio, amelynek sordn a sejt kérnyeze-
1€bol vesz fel csupasz, dltaldban révid, kétszali DNS darabokat, tekintet nélkiil
azok eredetére (Lorenz & Wackernagel 1994). A mdsodik méd — a konjugdcié —
sordn mobilis genetikai elemek, plazmidok vagy transzpozonok dtvitele torténik
(Nielsen er al. 1994). Ez a folyamat sejt-sejt kontaktust igényel a donor és a
recipiens kozott, de végbemehet nem rokon baktériumok, vagy akir prokariéta és
eukariota sejtek kozott is, és lehetdség van hosszabb nukleinsav szakaszok dtada-
sdra. A harmadik lehetdség a transzdukcié, melynek sordn a transzfert fagok vég-
zik, vagyis az dtvihetd DNS mérete a virus fejének nagysagitol fugg. A potencialis
donort és recipienst a fig gazdaspecificitdsa hatdrozza meg, a sejteknek nagyon
hasonl6 fagfelismerd, ill. -kot6 hellyel kell rendelkezniiik. gy ez a mechanizmus
elsGsorban kozel rokon baktériumok kozott jellemz6 (Jiang & Paul 1998).

A laterdlis géndtvitel optimdlis koriilményeirdl ellentmondéak a vélemények.
Egyes szerzok szerint (Droge et al. 1999) azonos a talajbaktériumok novekedésé-
nek legkedvez&bb feltételeivel (hémérséklet, pH és tdpanyagtartalom), mig masok
(pl. Nielsen et al. 1994) épp az extrém hatdsok (pl. hGsokk, higanyszennyezés) in-
dukcids szerepét hangsilyozzdk. Abban azonban minden szerzo egyetért, hogy a
szelekci6s nyomas elsddleges fontossdgi. Vagyis abban az esetben fog idegen fa-
joktol szarmazd genetikai anyag fennmaradni és tovabborokitddni, ha a géntransz-
fer kovetkeztében médosulé fenotipus eldnyos valamely kdrnyezeti tényez6hoz
val6 adapticioban. Ilyenek példiul az antibiotikum rezisztencia gének, vagy
szennyezett teriileten az idegen anyagok lebontasat lehetdvé tevd géncsoportok is
(Nielsen er al. 1994). A transzfer szempontjabdl az elGbbiek kedvezibb helyzet-
ben vannak, mivel dltaldban kisméretii és nagy kopiaszami plazmidon kédoltak,
mig az utébbiak plazmidja lényegesen nagyobb, és egy sejtben csak 1-3 példinya
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van jelen (Christensen et al. 1998). ElGsegitik tovdbba a transzfert mindazon he-
lyek, ahol nagyszami baktérium van jelen. Ilyen ,,forr6é z6na” (hot-spot) pl. a talaj-
laké €16lények kiilss és belss testfelszine, a gyokerek és levelek felszine, de leg-
aldbbis kozelsége (Daane & Haggblom 1999, Kidambi er al. 1994).

A jelen vizsgdlat célja annak felmérése volt, hogy folyami iiledékben van-e
lehetség horizontdlis géndtvitelre, az milyen sebességgel, és milyen koriilmények
kozott megy végbe. Ilyen felmérés kordbban, ismereteink szerint, nem tortént eb-
ben a kizegben. A végss célkitiizés a lebonté gének terjedésének és bioremedid-
ciés lehetGségének kimutatdsa, azonban a konnyebb kezelhetGség és detektdlas
miatt elsd 1épésben plazmidon kédolt antibiotikum rezisztencia génnel vizsgéltuk
a folyamatot.

Mdédszerek

A kisérleteket egy parti sziirésii kutat modellez6 laboratériumi mikrokoz-
moszban végeztiik (1. dbra). (A modell 6sszedllitdsdandl Clerck és Simonet (1998)
dltal leirt tapasztalatokat haszndltuk fel.) A modellrendszer természetes, a Szent-
endrei-sziget északi részén vett dunai kavicsiiledék magmintat (mintegy 12 cm at-

/\

1. dbra. A dunai iiledékoszlopot tartalmazé laboratériumi modellrendszer sematikus rajza. (Vargha
et al. 2000 alapjén) (a — viztartdly, b — szabdlyozhat6 befolyd, ¢ — viz szintje az iiledék felett, d - ol-
dalkifolyGk, e — liledékoszlop, f - perisztaltikus pumpa, g - kifolyé mintagy(jt5).
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mérdji, 80 cm-es iiledékoszlopot) tartalmazott, dtdramoltatdsa nativ Duna-vizzel
tortént. A vizsgdlat sordan egyrészt a modell teljes hosszdn dtsziirt vizbdl, a végki-
folyén 4t (1. dbrdn ‘K’), mdsrészt az iilledékoszlop oldaldn kialakitott mintavevo
nyildsokon dt (1. dbrdn 2-5), a modell belsejében levd vizbdl vettiink mintat.

Donor szervezetként az Escherichia coli XL.1-Blue torzset alkalmaztuk, ami
plazmidjdn tetraciklin rezisztencia gént hordoz. A tirzset egy éjszakin dt folya-
dékkultirdban felszaporitottuk. Els6 alkalommal ennek 5 mL-ét vittiik fel az iile-
dékoszlopra, majd 6 héten keresztiil figyeltiik a géntranszferen dtesett baktériu-
mok megjelenését. A késGbbiekben viltoztattunk a terhelés médjin, és a donor
szervezet 1-1 mL-ét adagoltuk haromnaponta az oszlopra, mikdzben jfent 6 hé-
ten keresztiil figyeltiik a hatdst.

Mintavételezés mindkét terhelési mod mellett eloszor a kisérletsorozat elott
kozvetleniil, majd rogton az elsd inokuldciét (donorbevitelt) kdvetden, ezutdn egy
héten 4t 24 oranként tortént. Végiil ritkitott rendszerességgel, hetente.

Tenyésztéses és molekuldris médszerekkel vizsgdltuk, hogy a géntranszfer
végbement-e. A vizmintdkbdl 3 parhuzamosban 100 pl-t sz€élesztettiink 40 pg/L
tetraciklin tartalmi szildrd tapagarra, majd 28°C-n 48 6rdig inkubdltuk. Igy a
tdpagaron felndvekvé tetraciklin rezisztens szervezetek kozvetleniil észlelhetek.
A tetraciklin rezisztens koliform telepeket (amelyek a bejuttatott E. coli donor
torzsbdl szdrmazhattak) szelektiv (ENDO) tdpagaron mutattuk ki, amelyen ezek
fémesen irizdl6, zoldes telepek formdjaban jelennek meg. A kiilondllo, tiszta tele-
peket morfolégiai szempontbdl jellemeztiik (telep alakja, szine, dllaga, a baktéri-
umsejt alakja, mérete, Gram szerinti festddés, kataldz és oxidaz reakcid), és ez
alapjdn dllapitottuk meg a donor szervezettdl kiilonb6z4, antibiotikum rezisztenci-
dval biré baktériumok jelenlétét.

A vizmintdk egy masik, | mL-es részletét 4 mL, 40 pg/L tetraciklint tartalmazé
taplevesbe pipettdztuk (3 parhuzamos hasznalataval), majd ugyancsak 28 °C-n 48
Ordig szaporitottuk.

Ezt kovetden a tenyészetbdl a sejteket centrifugdldssal iilepitettiik, majd a fe-
lildszot elontottiik. Ha szemmel lathaté sejttomeget kaptunk, akkor abbdl en-
zimatikus feltarassal és fenol-kloroformos extrakcioval DNS-t izoldltunk (Mas-
sol-Deya et al. 1995). Ezt kovetden a fajra jellemzd 16S rDNS szakaszt polimerdz
lincreakcidval (PCR) felszaporitottuk, majd restrikciés enzimekkel (azaz specidlis
bédzissorrend mellett hasité DN-dz enzimekkel) emésztettiik, ARDRA médszerrel
(Martinez et al. 2001, Massol-Deya et al. 1995). A két alkalmazott restrikcids en-
zim: Hin 6 1. és Taq I. Az igy kapott DNS darabokat agar6z gélben gélelektro-
forézissel vilasztottuk el. A hasitdsi mintdzat alapjan megkiilonboztethetdek a csak
az eredeti donor szervezetet, illetve az emellett mds baktériumokat is tartalmazé
mintdk.

Természervédelmi Kozlemények 11, 2004



HORIZONTALIS GENATVITEL FOLYAMI ULEDEKBEN 71

Eredmények

Az iiledékben eredendben jelenlevd antibiotikum rezisztens szervezetek vizs-
gélata sordn ampicillin, kanamicin és tetraciklin hatdsat vetettiik dssze. Az utébbi
volt az egyetlen, amely esetében nem volt kimutathaté rezisztens baktérium a nativ
oszlopban, igy ezt haszndltuk a tovdbbi vizsgdlatok sordn.

Az elsd megfigyeléssorozatban kapott eredményeket (azaz egyszeri S mL-nyi
24 6rdn at taplevesben felszaporitott E. coli XL1-Blue tenyészet bejuttatdsat kove-
tden) az 1. tdbldzat sszegzi. Lithatd, hogy lemezre torténd szélesztés esetében re-
zisztens szervezeteket az 1 6rds mintdban a 2. oldalkifoly6nal észleltiink elszor,
majd folyamatosan egyre lejjebb az iiledékoszlopban. 48 6ra utdn tetraciklin re-
zisztens szervezet ezzel a technikdval nem volt kimutathaté. A folyadékkultiras
tenyésztés sordn mdr | 6ra elteltével valamennyi mintavételi pontrdl (2., 3., 4., 5.
oldalkifoly6, valamint a K-val jelzett végkifoly6) szarmaz6 mintdban volt szapo-
rodas, amely a végkifolyéban az inokuldciot kovetd 4. napig észlelhetd volt. A
vizsgdlat sorin a tapagar lemezeken kindtt telepek morfolégiai szempontb6l ho-
mogénnek, és egyontetiien koliformnak bizonyultak. A folyadékkultirdkb6l izo-
lalt teljes genomi DNS felszaporitdsa, majd hasitdsa utdn, a donor térzs mintdjaval
egyiitt megfuttatva az ARDRA mintdzatot vizsgdltuk (2. dbra). Az E. coli
XL1-Blue torzsre jellemzé savokon kiviil Gj mintdzat nem volt észlelhetd.

1. tablézat. Az elsG kisérletsorozat sordn (egyszeri, S mL donor E. coli torzs bejuttatasit kbvetGen)

kitenyésztethetd tetraciklin rezisztens szervezetek szima a dunai illedéket tartalmazé oszlopbél ki-

foly6 vizmintdkban (2., 3., 4., 5. - oldalkifolyok, K - végkifoly6). A tdbldzat csak a megfigyelési id6
elsd hetét mutatja, mivel késGbb nem voltak jelen rezisztens szervezetek.

Mintavétel Telepszam tetraciklin tartalmi Szaporodis tetraciklin tartalmi
iddpontja tiplemezen (koliform/Gsszes) tiplevesben

a donor Minta szdrmazisa

bejuttatdsa ES 4. % £ 2 i 4. 5 K
elétt 0 0 0 0 0 - = = = =
utdn 1 Gréaval 49/49 15/15 0 0 0 - “+ + B K
utén 12 Gréval 44 37/37 5/I5 74774 3131+ . - - -
utdn 24 drival 0 0 0 0 5051+ + - - +
utdn 36 Graval 0 0 0 0 20720 - - - . +
utdn 48 ordval 0 0 0 0 0 - B + B .
utdin 3 nappal 0 0 0 0 0 + + + + +
utdn 4 nappal 0 0 0 0 0 - = = + 4
utdn 5 nappal 0 0 0 0 0 - - = = =
utdn 6 nappal 0 0 0 0 0 - - - - =
utéin 7 nappal 0 0 0 0 0 - = - - e
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A miasodik megfigyeléssorozatban megvaltoztattuk a donor térzs bejuttata-
sdnak mintdzatdt, igy rendszeresen, hdrom naponta juttattunk be belle, mivel az
irodalmi adatok alapjdn (pl. Barkay et al. 1995) a mikrokozmoszban a donor térzs
nagy csiraszdma elengedhetetlen a sikeres géntranszferhez.

A mintdk feldolgozdsa sordn a fentivel megegyezd médon parhuzamosan al-
kalmaztuk a kétféle megkozelitést a tetraciklin rezisztens szervezetek kimutatdsa-
ra. A nagy mintaszam miatt (és mivel a tovdbbi adatsorok a bemutatotthoz képest
nem hordoznak tébbletinformdci6t) csak néhany kiemelt példat mutat a 2. tdblazat.
A tapagar lemezeken ingadoz6 szdmban észleltiink telepeket, mig a folyadékkul-
tirdban tébbnyire volt szaporodds. A nem koliform szervezetek nagyobb szdmban
kb. 6 héttel a folyamatos inokuldcié kezdetét kovetden jelentek meg. A folyadék-
kultirdk elemzése aldtdmasztotta a fenti megfigyeléseket. Mig a kordabbi mintdk
ARDRA mintizata megfelelt a donor E. coli térzsének, a 3. és 4. héten vett minta-
ban két, a 6. héten vett mintdban pedig 4 (ij savot taldltunk (2. dbra).

Az emlitett 6. heti mintavétel sordn dsszesen 17 torzset izoldltunk, amelyek 5
morfolégiai csoportba sorolhatéak, ezek koziil csak kettdé mutatott koliform jelle-
get szelektiv tdpagaron. Harom csoport Gram-negativ, kettd Gram-pozitiv fests-
dési. Faji szintl azonositdsuk jelenleg még folyamatban van.

2 X
:
& 2

149 _J
enR] SNA

Hin6 1.

A

2. dbra. A vizmintdkb6l felszaporitott folyadékkultira 16S rDNS restrikcis hasftdsi képe
(ARDRA). L. Egyszeri inokuldciot kivet6 viltozas (elsd kisérletsorozat). I1. Folyamatos terhelés so-
rin (mdsodik kisérletsorozat) idGben bekovetkezd kozosségi dsszetétel-valtozds.
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2. tiblizat. A masodik kisérletsorozat sordn (3 naponta, 1 mL donor E. coli tirzs bejuttatdsa mel-
lett) kitenyészethetd tetraciklin rezisztens szervezetek szdma a dunai tledéket tartalmazé oszlopbél
kifolyd vizmintdkban (n.m. - nem tortént mintavétel). A tdblizat csak néhdny kiemelt példat mutat.

Mintavétel Telepszam tetraciklin tartalmid Szaporodds tetraciklin tartalmi
idépontja tdplemezen (koliform/dsszes) tiplevesben

az elsd Minta szdrmazdsa

inokuldcié P 3 ry 5 K —

2. 2
napjan 2424 313 0 9/9 8/8 .
utdn 7 nappal  12/12 777 99 1414 U1 +
utdn 12 nappal 32/32 0 44 21122 11 +
utdn 19 nappal 84/87 64/69 31/37 8/8 20720 +
utdn 7 hétel n.m nm 2642 1626 18/32 nm. n

+ + 4+ 4+ =
+ 4+ % F +|

3
v
+
+
+
Jm.

l+ + + + +|x|

Ertékelés

Megallapithat6, hogy a dunai kavicsiiledékben természetes koriilmények ko-
zott végbemegy a mobilis genetikai elemek horizontilis terjedése. A folyamatot
mdr tébb kdzegben, tébbek kozott talajban (Clerck & Simonet 1998), folyévizben
(Coughter & Stewart 1989), tengervizben (Jiang & Paul 1998) stb. (pl. Droge e al.
1999) kimutattdk, de tudomasunk szerint folyami iiledékrdl jelen munka szolgal-
tatja az elsd informéciot. A folyamathoz a donorsejt dllandd jelenléte és nagy csira-
szdma sziikséges.

A tetraciklin rezisztens szervezetek kimutatdsa sordn a klasszikus tenyészté-
ses eljardsok koziil a folyadékkultirdaban torténd tenyésztés érzékenyebbnek bizo-
nyult, mivel szaporodds akkor is kimutathaté volt benne, amikor a mésik, a tdp-
agaron valo tenyésztés, még eredménytelen volt. A molekuldris eljirds még az
elGbbinél is érzékenyebb és megbizhatébb.

Az elsé kisérletsorozat tenyésztéses eredményei alapjan mdr feltételezhetd
volt, hogy az alkalmazott egyszeri inokuldci6 utdn elsGsorban a donor szervezetet
izoldltuk vissza, melyet a molekuldris munka sordn készitett restrikciés hasitasi min-
tdzat is aldatdmasztott, vagyis ezen mintdkban az inokuldlé szervezeten kiviil val6-
ban nem volt jelen mas tetraciklin rezisztens szervezet kimutathaté mennyiségben.
Az is megdllapithaté volt, hogy egyszeri inokuldcié esetén néhdny nap alatt maga a do-
nor szervezet mennyisége a kimutatdsi hatdr ald csokken, kimosédik az oszlopbél.

Ezzel szemben, amikor a masodik kisérletsorozatban az oszlopban dllandé és
nagy csiraszdmi donorszervezetet biztositottunk, a tetraciklin rezisztens szerveze-
teket folyamatosan ki tudtuk mutatni tenyésztéses eljdrdssal is. Mivel mind az
inokulum, mind a befolyé viz azonos volt a kordbbiakkal, a kiilonb6z6 tetraciklin
rezisztens szervezetek megjelenése egyértelmien a horizontdlis géntranszfernek
tulajdonithaté.
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Ez a megfigyelés az esetleges késGbbi bioremediacios felhaszndlds sordn 1é-
nyeges lehet. A géntranszfer sordn médosult szervezetek szdma €s vdltozatossiga
az id6 elOrehaladtaval novekszik. A recipiens baktériumok fenotipusosan és felte-
hetden taxonémiai szempontbdl is sokfélék. Tovdbbi célunk a vizsgdlatok kiter-
jesztése xenobiotikumbont6 plazmidok terjedésére, valamint az igy médosult szer-
vezetek bioremedidcios kapacitdsdnak felmérése.

A vizsgdlt jelenség dltaldnos természetvédelmi jelentdségének felismerése
még varat magdra, de mivel az dltalunk vizsgdlt kézeg humén egészségiigyi szem-
pontbdl is rendkiviil fontos — hiszen a fovdros ivovizelldtasat biztosité parti sziiré-
st kutak mikrobi6tdjardl van sz6 — a megismert eredmények felhivjdk a figyelmet
a baktériumpopuldciok sebezhetdségére és védelmének fontossagira. Ez egy ed-
dig igen elhanyagolt, de anndl jelentGsebb célpontja lehet a természetvédelemnek.
A horizontilis génatvitel lehet hitrinyos, mert elGsegitheti nemkividnatos gének
szétterjedését, ugyanakkor lehet elGnyds is, mert biztosithatja baktériumpopulaci-
ok talélését, és mert felhaszndlhaté a bioremedidciés munkdkban.
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Analysis of horizontal gene transfer in river sediment

Kiss, B., Vargha, M. and Mirialiget, K.

Department of Microbiology, Eétvis Lordnd University
H-1186 Budapest, Pazmény P. sétiny 1/C, Hungary

Abstract: Horizontal gene transfer is a spontaneous, natural process. It is primarily common
among Bacteria and Archea, but has also been found among more developed organisms. Serious haz-
ards may occur when artificial genes spread laterally from genetically modified organisms (GMOs)
in natural habitats, with the ability to ruin even eukaryotic gene-pools. However, the very same pro-
cess, horizontal transfer of catabolic genes, or even that of complete operons may be put into practice
for bioremediation, a method yet waiting to be developed. In our work horizontal transfer of tetracy-
cline resistance gene was investigated in river sediment microcosm, which is a medium that has not
been researched regarding this question until now. Horizontal gene transfer is reported in the Danube
sediment in this work. It has been found that the presence of the donor organism in high numbers is
inevitable for the process. The results derived here will be used later in research about transfer of cat-
abolic genes that may be responsible for decomposing xenobiotics.

Key words: Escherichia coli XL1-Blue strain, horizontal gene transfer, river sediment, tetra-
cycline resistance
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